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研究成果の概要： 
GPI誘導関節炎モデルをもちいて、生物学的製剤に対する治療効果がRAに近似しており、病因、
および治療効果のメカニズムを探索する上で優れた動物モデルと考えられた。またIL-6 はTH17
を選択的に誘導することによりGPI誘導性関節炎の発症に重要な役割を果たしていることが明
らかになり、抗原特異的CD4+細胞の増殖や自己抗体の産生誘導にも関わる可能性が示唆された。
また、adoptive transferモデルではB細胞は抗体産生細胞として機能していると考えられ、B
細胞以外の脾細胞が産生するTNFαやIL-6 と協調して、自己抗体が関節炎を誘導している可能
性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）は発症頻度が高い自
己免疫疾患である。昨今、炎症性サイトカイ
ンを抑制する生物製剤、特に TNF を制御する
薬剤の効果が評価されているが、関節炎抑制
効果は認められるものの病態を完治させる
薬ではない。また、何故ここまで生物学的製
剤の効果が認められるのかも含めて、病因に
ついてはいまだ明らかでないことが多い疾
患である。現在までの我々の検討で、より RA
に 近 い 動 物 モ デ ル と 考 え ら れ る 抗 原
glucose-6-phosphate isomeerase(GPI)を免
疫しておきるマウスに注目し、RA を制御しう
る分子の同定、治療法の開発を目的として研
究を進める。GPI 免疫による関節炎において
は、サイトカインの依存性が RA に近似し、
種差が非常に強く、何故それらが特定のマウ
スにのみ起き得るのかを明らかにすること
で、関節炎発症、病態の遷延に重要な因子を
同定し、治療に結びつけることを目的とする。
また、それをヒト RA の知見、あるいは抗 GPI
抗体依存性モデルであるK/BxNマウスと比較
解析することにより、現在の生物製剤を凌駕
する次世代の治療法の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
ヒト RA に近似したモデルと考えられる
GPI免疫関節炎モデルマウスを中心に検討
していく。現在までに得られた抗 GPI 抗体
陽性者の RA 患者と比較検討していきなが
ら、抗 GPI 抗体の関節炎への関与のメカニ
ズムや、自己抗原特異的なその他細胞群と
の係わり合いを検討し、研究を進めていく。
特に、TNFαと IL-6 依存性が明らかに強い
GPI 免疫関節炎モデルを中心に、以下の４
つのテーマに関して検討を進める。 
(１)GPI 免疫マウスにおける TNFα制御機
構  
(２)自己反応性Ｔ細胞、特に発症直後の関
節炎におけるTh17細胞と自己免疫性関節
炎との関係―IL-6とのリンク 
(３)SCIDマウスを介したGPI免疫モデルに
おけるB細胞の役割―自己抗体、及びFcγR
の役割 
(４)関節炎特異的TNF調整因子TIARP（TNF
α-induced adipose related protein）の
解析、関節炎制御機構との関連 
 
３．研究の方法 
（1) DBA/1 マウスにヒトリコンビナント GPI
を免疫し、関節炎を誘導した。関節炎発症直
後（day8）に各種生物製剤、特に RA に対す
る効果が注目されている抗 TNFα抗体、
CTLA-4 Ig、抗 IL-12 抗体などを投与し効果
を追跡した。また、治療群での 1週後の抗 GPI
抗体価を測定し、自己抗体産生抑制効果を比
較検討した。 
（2)GPI免疫後day7, day14 に抗IL-17 抗体投
与を行った。また、その分化に必要である
IL-6 に対する受容体抗体（MR16-1）を用いて、
関節炎に対する予防的効果(day0, day3)、お
よび治療的効果（day8, day14）を詳細に検
討した。予防的投与に関しては各effector T
細胞lineageへの分化(TH1,2,17,Treg)を所属
リンパ節のサイトカイン及びFoxp3 細胞内染
色で同定し、さらにMR16-1 投与治療群におけ
る抗原特異的T細胞の増殖をCFSEラベルにて
確認し、同時に抗GPI抗体産生への影響を検
討した。 
（3）GPI誘導マウス脾臓をd14 に摘出し、脾細
胞、あるいはCD19+細胞やCD4+細胞を除去した
脾細胞群（１０７細胞）を抗原GPIと同時投与
し、関節炎発症及び組織学的に検討した。さ
らに、CD19+細胞除去群に関節炎マウスより得
られたIgGやアフィニティー精製した抗GPI抗
体３ｍｇをSCIDマウス腹腔内に投与し、関節
炎の発症を検討した。またSCIDマウス血清中
の抗GPI抗体価を測定した。また、脾細胞
（CD19+除去、CD4+除去）を抗原GPIあるいは
コントロール蛋白とin vitroで培養し、
TNF,IL-6 の産生をELISAで検討した。 
 
(倫理面への配慮) 
筑波大学の医の倫理特別委員会はすでに承
認済みである。 
 
４．研究成果 
（1)GPI 免疫モデルでは発症後でも抗 TNF 抗
体、CTLA-4Ig が著効した。また、抗 GPI 抗体
に関してはこれら治療薬の抑制効果は、統計
的には CTLA-4 Ig に認められた。一方、抗
IL-12 抗体では効果は殆ど認められなかった。
(Matsumoto I, et al. Arthritis Res Ther. 
2008) 
（2）抗IL-17 抗体をday 7 に投与することに
より関節炎は有意に抑制された。またMR16-1
をday 0 またはday 3 に投与した群ではGPI誘
導性関節炎の発症はほぼ完全に抑制され，
day 8に投与した群でも関節炎は減弱された． 
MR16-1 をday 0 またはday 3 に投与した群で
は所属リンパ節中のTH17細胞への分化のみ著
明に抑止され、その他のTh1,2,Treg分画には
影響を与えなかった。MR16-1 投与群では抗原
特異的CD4 陽性T細胞の増殖が抑制され、抗
GPI抗体産生の抑制効果も認めた。(Iwanami K, 
et al. Arthritis Rheum. 2008) 
（3）関節炎を起こした DBA/1 マウスの脾細
胞と抗原の移入により、SCID マウスにおいて
関節炎が認められ、組織学的に滑膜増生や関
節軟骨表面への IgG, C3 の沈着が観察された。
GPI 誘導マウスの脾臓から CD19+細胞や CD4+
細胞を除去した細胞群の移入では SCID マウ
スに関節炎を誘導できなかった。GPI 誘導マ
ウスの IgG のみの移入では SCIDマウスに関
節炎は誘導されなかったが、CD19＋細胞を除
去した細胞群と上記 IgG、あるいは抗 GPI 抗
体を腹腔内投与した SCID マウスで関節炎が
誘導された。In vitro の解析では脾細胞で
GPI特異的なTNFα,IL-6の産生が認められ（p
＜0.05）特に CD19+細胞を除去した細胞群で
の産生が多く認められた。(Tanaka Y, et al. 
Clin Exp Immunol. 2009) 
（4) 関節炎マウス脾臓におけるTNF関連遺
伝子の発現変動を DNA マイクロアレイ法を
用 い て 解 析 し 、 TNF α -induced 
adipose-related protein (TIARP)分子が他の
TNF 関連因子と比べて約 20 倍以上の差をも
って関節炎マウス脾臓で高発現していた。
TIARP の組織発現は GPI 誘導関節炎マウス
の炎症臓器である脾臓および関節局所にも
発現していることが判明した。脾臓において
は関節炎発症初期（day7）に発現が増強しそ
の後は元のレベルまで低下する。TNF 中和抗
体を投与し関節炎を治療したマウス脾臓で
の TIARP 発現について検討したところ、コ
ントロール抗体投与後の推移は発現がいっ
たん上昇し、その後は低下する経過をたどる
一方、TNF 中和抗体投与群では発現上昇は認
められず、低値のまま推移した。以上のこと
から、GPI 誘導関節炎マウス脾臓における
TIARP 発現は、TNFαが強く関与している
ことが考えられる。また、TIARP 分子は関節
炎マウス脾細胞の中で特に CD11b 陽性細胞
に強く発現していたことも判明した（現在
revice 中）。 
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